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La presente Invention concerne un procedd de pro- 
duction d*un vaccin destind au traitement preventif et cutatif 
de la mammite die la vache* 

II est connu d'extraire un polysaccharide appel£ 
| S SSA ("Smith Surface Antigen") ou SPA ("Staphylococcal Poly- 

f saccharide Antigen") de la .souche dif fusee en milieu de Smith 

i de Staphylococcus aureus (£. aureus ) le r^actif de SSA ou SPA 

\ determinant la protection d'animaux contre une infection provo- 

h qude par des souches de* §# aureus > Toutefois, la protection 

10 ainsi produite est specif ique de souches dif fusees en milieu 
de Smith ou de souches similaires* Ces diverses souches sont 
consid6r4es corame Stant des types individuels d 1 organismes . 
encapsules, comprenant des souches du type k capsule de Wiley 
qui sont identiques aux souches diffuses en milieu de Smith 
15 ou aux souches similaires. 

Juaqu f a present, 1"» extraction du polysaccharide des 
capsules de souches de S« aureus a dO etre effectuee en utili- 
sant la souche diffuse en milieu de Smith, etant donne que des 
souches encapsulges de S, aureus autres que les organismes 
20 diffuses en milieu de Smith ou des organismes sirailaires, n'ont 
pas encore £t£ Isoldes, 
j II est connu que les rdactifs ainsi extraits n f exer- 

cent aucun effet preventif vis-a-vis de la mammite de la vache. 
. Le but de la presente invention est de trouver un 
25 proc£d£ d' extraction du polysaccharide de souches encapsuldes 
j de Staphylococcus en vue de produire un vaccin destine au trai- 

\ tement preventif et curatif de la mammite staphylococcique de 

| la vache • 

[ Comme on le montrera ci-apres, cet object if a 4tt& 

30 atteint ainsi que d 1 autres par V immunisation de troupeaux de 
bovid£s & l'aide d'un vaccin comprenant un polysaccharide 
capsulaire d6riv£ de souches encapsulies. 

Gfineralement, des souches de S. aureus non encapsul^es 
produiserit une colonie de type, morphologique compact dans - 
35 le- milieu forme degilose moll e con tenant du s^rum.qui consistent 
par exemple en une infusion coeur r cervelle (ICC), en gSlose 
et en scrums normaux de lapin, tandis que des souches encapsulees 
de $. aureus prdsentent en ces milieux une croissance de type 
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diffus, Toutefois, les souches encapsulees de type diffus 
donnent des colonies dont la morphologie se transforme en adoptant 
le type de croissance compacte dans le milieu SSA contenant 
les anti-sdrums de souches homologues, tandis qu'il n'y a pas 
5 de changement du type de croissance dans le cas d • an ti -scrums 
de souches heterologies. Tout type diffus de souches encapsu- 
lees de 5. aureus donnant des colonies dont la morphologie 
est du type compact dans le milieu SSA contenant des scrums 
anti-souches diffuses de Smith sera de*signe* ci-apres par la . 

10 lettre A. Une seconde souche qui produit des colonies & morpho- 
logie de type diffus dans le milieu SSA contenant des scrums 
anti-type A ne produit toutefois que des colonies a morphologie 
de type compact dans SSA contenant des anti-scrums homologues, 
cette seconde souche £tant consid£r£e comme appartenant k un 

15 type B. Une troisl&me souche qui produit des colonies diffuses ' 
dans le milieu SSA contenant des scrums anti-type A et/ou anti- 
. type B ne produit toutefois que des colonies & morphologie 
de type compact dans le milieu SSA contenant des anti-serums 
homologuesi cette troisieme souche etant consid£r£e comme appar- 

20 tenant au type C.On a d£sign£ de la meme fa^on les types D, E, 
F f etc* En utilisant . ces souches de S. aureus de type capsulaire 
serologiquement different, on a extra! t des polysaccharides 
capsulaires de la fa?on suivante* Les organismes cultivds sur 
le milieu "110" modifid, qui sera defini ci-apres, sont traitds 
"25 k l»aide d v un oscillateur & til trasons .pour obtenir la matifere 
capsulaire puis les capsules sont separees de cette matiere par 
centrifugatlon. Les acides nucleiques, les protelnes et les 
lipides sont enlev£s de la surface de cellule et de la fraction 
capsulaire par lection de ribonuclease, de desoxyribonucl£ase> 

30 de chloroforme contenant du butanol, d 1 acetone et d v £ther« Les 
polysacharides ainsi obtenus protegent des animaux d'une 
infection provoquee par des souches encapsulees homologues. 

General ement, les souches de S. epidermidis ont ete 
conside*rees comme non pathogenes envers les animaux et l'homme. 

35 Toutefois » des infections caus£es par ces souches constituent 
depuis quelques temps un probleme, bien que le facteur pathog<§- 
nique provoquant ces infections reste inconnu* 
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Apres de nombreuses experiences , l 1 importance de la 
capsule dans Ifdtablisseroent d v infections dues k des couches 
encapsul6es de S. epidermidis vient d'etre reconnue» et n f avait 
pas signaiee Jusqu'a present, Le polysaccharide capsulaire 

5 provenant de souches encapsulees de S# epidermidis s'est montre 
efficace .en tant que vaccin pour 1* immunisation active contre 
des infections staphylococciques. 

II y a lieu de remarquer qu'une immunisation passive 
de souris avec un serum de lapin hyper'immun prepare avec la 

10 souche ATCC 31432 (SMU 76) de S. epidermidis , qui a et£ isolee 
par la Demanderesse, est capable d f assurer la protection contre 
des infections dues St des souches" homologues. De meme, une 
activity de protection passive de cet immun-sdrum de lapin 
pourrait Stre supprimee par 1 'addition de la souche SMU 76. 

15 Lorsque des souches de S» epidermidis virulentes pour la souris * 
exercent ^galement une activity, par exemple I'aptitude a 
absorber l 1 activity protectrice passive de la souche anti-SMU 
76 de lapin, bn-peut les considerer comrae etant des souches 
encapsulees.de S. epidermidis . 

20 La souche encapsuiee de S. epidermidis peut etre 

Isolde d 1 une culture de souches.de S. epidermidis dans un bouil- 
lon consistant en une infusion coeur-cervelle, ou dans d'autres 
bouillons de ce type tels que le bouillon n° 110. 

On peut obtenir la culture en faisant incuber ce 

25 bouillon de 20.4 40 P C et de preference de 26 a 37*C. Les orga- 
nismes sont ensuite isoles par centrifugation, de preference 
k environ 7000 x g. La centrifugation est effectuee pendant une . 
periode de 10 minutes a 1 heure, de preference pendant 20 minutes. 
Les organismes peuvent etre lav^s le cas echeant avec une solu- 

30 tion physiologique sterile de chlorure de sodium- Les organismes 
ainsi recueillis sont ensuite sounds a un test d'activite patho- 
gene par raise en suspension dans du serum physiologique, la 
turbidite etant ajustee k la densite optique 1,0 par spectropho- 
tometrie a 430 iqu La suspension cellulaire est ensuite dilute 

35 dans le rapport de 1:10 conformement k la methode de comptage 
sur plaque, avec du serum physiologique. On injecte par voie 
intraperitoneal 0,5 ml de cette dilution a 5 souris peeant 
environ 15 g. Lorsque plus de quafcre souris sont tuees moins 
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de 7 jours apres 1* injection des souches de S. jepidermidis i 
ces souches sont considerees, experimentalement, cocime'etant 
virulentes pour la souris. 

Ce sont les souches virulentes de S> epidermidis 
5 qui sont interessantes k utiliser dans la preparation du vaccin 
de l f invention. En particulier, la souche ATCC 31432 (SMU 76) 
de S. epidermidis s'est monfcr£e particulierement efficace comme 
source de vaccin. 

Un vaccij* tue a la chaleur peut §tre prepare en for- 

10 roant une suspension eel lul aire des organismes prepares comrae 
decrit ci-dessus dans du serum physiologique. La temperature 
& laquelle l'organisme est tue n'est pas d€terminante, pour 
autant' qu'elle est suffisante & cette fin. Un chauffage & des 
temperatures d'environ 121°C pendant environ 15 minutes s'est 

15 revel6 satisfaisant . Le vaccin tu6 a la chaleur peut. etre uti- 
lise directement .pour une immunisation active' ou bien on peut 
1 'utiliser pour preparer un vaccin destine Si une immunisation "* 
passive en utilisant un animal-hate convenable tel que le 
lapin, & partir duquel on obtient un sdrum hyperimmun par les 

20 operations connues. II est preferable d' utiliser la souche 
• ATCC 31432 (SMU 76) de S. epidermidis pour preparer le vaccin 
en vue de 1 'immunisation active ou passive. La structure de 
cette souche particulate a 6t6 mise en Evidence au microscope 
£lectronique. 

25 Un vaccin particulierement apprecie comprend le 

polysaccharide capsulaire associe a l'organisme S. epidermidis 
encapsul£. Le polysaccharide peut etre obtenu en cultivant les 
cellules dans un lieu convenable tel que le bouillon "110" rao- 
difie ou un bouillon coeur-cervelle, la culture etant suivie 

30 d f un traitement a 1 'oscillateur, it ultrasons et d f une centri- 
fugation. Les polysaccharides capsulaires sont contenus dans la 
phase surnageante et sont recueillis- 

La dose de vaccin adrainis tree, a 1 'animal h proteger 
est suffisante pour provoquer la reponse desiree de production 

35 d'anti corps- Generalement, des doses de 0,0066 a 0,66 rog/g de 
poids corporel se sont montr^es satisfaisantes. Des injections 
periodlques du vaccin sont necessaires pour maintenir les taux 
indispensables d'anticorps. Le vaccin peut Stre administre 
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& 1« animal de la fa?on ndcessaire pour provoquer une reponse 
convenable de production d'anticorps* Ces injections peuvent 
etre effectuees une f ois par semaine, une fois par quinzaine, 
une fois par mois ou m&me moins souvent, pourvu que le taux 
5 d£sir£ d'anticorps soit maintenu chez I 1 animal ♦ Dans le cas 
des vaches, des doses d'environ 0,07 a 0»11 mg/kg se sont mon- 
tr&es efficaces lorsqu'on les a administrfes en deux injections 
& 14 jours d'intervalle* Le vaccin prgfere est le polysaccharide 
capsulaire obtenu en cultivant S. epiderroidis ATCC 31432 ou 
10 §• aureus i souches A et B. 

D'autres details de la presente invention ressortent 
des exemples suivants. donnes & titre non limitatif. 

SXEMPLE 1 

Une souche diffuse selon Smith est cultive a 37°C 

15 pendant environ 18 heures dans un milieu forme d'une infusion 
"*coeur-cervelle. Les organismes sont ensuite recueillis par 
centrifugation a 7O0CL x g pendant 20 minutes et mis en suspen- 
sion dans- une solution a 0,85 % de NaCl apres un lavage ayec 
la solution & 0,85 % de NaCl par centrifugation . La turbidity 

20 de cette suspension bact£rienne est ajust£e & une density , 
optique de 1,0 a 430 mfi et la suspension est autoclav£e.a 121 °C 
pendant 15 minutes piour produire un vaccin "tue a la chaleur". 
On injecte 1,5 ml du vaccin tu& par la chaleur dans la veine 
auriculaire du lapin trois jours consecutifs pendant trois se-. . 

25 maines. Dix jours apres 1' injection finale, on preleve le sang 
du lapin et on en s Spare le sSrura. Tbutefois, lorsque le titre 
du sSrum est insuffisant, on effectue les injections de rappel- 
L'activite de 1* anti-serum est titree corame suit .* le serum 
d'essai est filtrS sur une membrane a pores de diametre iiifS- 

30 rieur a 0,6 .jx. Le serum est dilue selon un systeme de dilution 
d'un facteur 2, de 1:2 h 1:128, avec une solution a 0,85 % 
de NaCl • La souche diffuse selon Smith est cultivie dans le 
bouillon d« infusion coeur-cervelXe a 37°C pendant environ 18 
heures puis dilufie a 10~ 6 avec une solution sterile de NaCl 

35 a 0,85 %• On verse 0,1 ml de ^anti-s&rum dilue ci-dessus et 
0,1 ml de suspension bactdrienne diluee dans des tubes a essai 
stSriles puis on ajoute 10 ml de 1' infusion coeur-cervelle - 
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contenant 0,15 % de gelose, que.l*on maintient & 45-50°C 
apres autoclavage h 121°C pendant 15 minutes. 

.Les tubes a essai sont maintenus & 4°C pendant 30 
k 60 minutes pour solidifier le milieu. Ensuite, on les fait 
5 incuber & 37°C et on determine la morphologie des colonies 

au bout de 18 & 24 heures. La souche prbduit alors des colonies 
compactes S diffuses dans le milieu SSA, selon la concentration 
de l f anti-s£rum. Dans ce test, on choisit comme unite la dilu- 
tion maximale d f anti-s£rum donnant des colonies h morphologie 

10 de type compact et on utilise deux unites/0,1 ml d 1 anti-serum 
pour les autres essais. Lorsque des souches inconnues encapsu- 
lates- et diffuses du type S. aureus produisent une croissance 
de type compact dans le milieu SSA contenant le serum anti- 
souche diffuse selon Smith, ces souches sont consid£rees corame 

15 appartenant au type A. Lorsqu'une seconde souche a une croissance 
de type diffus dans le milieu SSA contenant le serum anti- 
souche diffuse selon Smith, ' on prepare un vaccin tue h. la chaleur 
et on l^injecte St un lagin en vue de la preparation de l'anti- 
serum. La seconde souche ne prdsente une croissance de type 

20 compact que dans le milieu SSA contenant des anti-serums de 
souches homologues. Ce type de souches representatives est la 
souche NS5SD et les souches presentant des caracteristiques 
s^rologiques similaires sont considerees comme appartenant au 
type B. Selon la mSme methode, lorsque la troisieme souche a 

25 une croissance de type diffus dans le milieu SSA contenant des 
serums anti-type A et/ou anti-type B, un vaccin tue par la cha- 
leur est forme eh vue de la. preparation d'anti-s^rum. Cette 
souche ne produit des colonies de type compact que dans le mi- 
lieu SSA contenant 1* anti-serum de souches homologues. Ce type 

30 de souche representatif est la souche NS41D et les souches pre- 
sentant des caracteristiques s^rologiques similaires sont con- 
siders eomme appartenant au type C. La souche representative 
du type D, qui est la souche NS68D, est determinee de la meme 
fa?on. En ce qui concerhe les souches des types A, B, C et D, 

35 les h6terogen£it6s sSrologiques sont en outre elucidees par 
les tests d 1 absorption pour l'activite de conversion! avec 
passage de la croissance de type diffus h la croissance de type 
compact dans le milieu SSA contenant !• anti-serum, en utilisant 
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chaque type de cellule entiere. L'activite de conversion est 
en outre consider^ comme specif ique de l'anticarps anti-' 
capsulaire relatif a chaque souche. Par ce proced£, on est par- 
venu a isoler des types nouveaiix, a savoir les . types. B, C et D; 
5 toutefqis, d'autres souches typiques, & savoir des types E, F, 
G, etc*, ont 6te impliquees dans la presente invention et ont 
pu-fetre Isoldes. Ces diff&rentes souches encapsulees de S* aureus 
ont ete cuitiv£es dans le milieu suivant : on dissout 10 g 
de peptone dans 50 ml de solution a 3 % de NaCl a 4 # C, en 

10 deux jours. On ajoute a ce dialysat 50 ml de tampon au phosphate 
1,0 m (Na 2 HP0 4 et KH 2 P0 4 ) de pH 7,2, 10,0 g de mannitol, 2,0 g 
de lactose, 5,0 g de K 2 HP0 4 et 5,0 g de casamino-acide et 
on autoclave le melange a 121 °C pendant 15 minutes. Ce milieu 
est appel£ milieu modifie "HO"* La. souche de S> aureus encapsu- 

15 f£e, par exemple la souche diffuse selon Smith, est cultivde 
dans 300 ml de bouillon modif i£ "110" Si 37 # C pendant environ 
18 heures. Cinq ml de cette culture sont inocules dans- une 
boite de Petri con tenant environ 20 ml du milieu modif i& ."110" 
renfermaht 1,5 % de g6lose, et la culture est effectu&e a 37°C 

20 pendant environ 18 heures. Les organismes sont enleves a 

l*aide d'un racloir et sont traites a l'aide d'un osclllateur 
a ultrasohs (10 kC) pendant 5 minutes. Ce traitement ne provoque 
pas de reduction du nombre des cellules vivantes. La solution 
est centrif ugde h 7000 x g pendant 20 minutes et la liqueur 

25 surnageante est transferee dans un sac a dialyse. On concentre 
la liqueur surnageante en utilisant du poly£thyleneglycol de 
poids mol^culaire" 6000, a 4°C pendant environ 18 heures. La 
matiere concentr£e est dissoute a un pH- de 7,2 dans un tampon 
au phosphate M/15, et la dissolution est suivie d'addition 

30 respective de 50 Jig/ml de ribonuclease et de 10 ng/ral de 

ddsoxyrlbonucld^se. Les matieres ainsi traitees sont maintenues 
a 37 9 C au bain-marie pendant 30 minutes. On ajoute un volume 
egal de chloroforme con tenant du n-butanol dans le rapport 
de 1:5. On agite *le melange par secousses pendant environ 30 

35 minutes et on enleve la phase sup^rieure aprfes centrifugation 

a 1000 x g pendant 15 minutes. On re pete cette operation jusqu'a. 
ce que la phase interm£diaire de couleur blanche ait disparu. 
La phase superieure est ensuite dialysee contre un tampon au 



I 



8 



24100*3 



phosphate 1/15M, de pH egal & 7,2, a 4 Q C pendant environ 18 
heures. On ajoute ensuite de 1* acetate de sodium jusqu|i concen- 
tration finale de 3 % (pH 6,3) h la matiere ainsi obtenue et 
on maintient le melange a 4°C pendant environ 18 heures apres 
5 1» addition de 5 volumes d'alcool ethyl ique i 95 %. Le pr^cipite 
resultant est recueilli par centrifugation k 1000 x g pendant. 
15 minutes puis il est redissous dans de I 1 acetate de sodium 
a 3 * . Le traitemenfr k I'alcool du precipitS est r£p£td trois 
fois et cinq volumes d f acetone sont ensuite ajoutes. Le melange 

10 est agite et la liqueur surnageante est jetee aprfes centrifu- 
gation a 1000 x g pendant 5 minutes, be lather ethylique est 
ajoute au precipite, puis evapore. La substance r4sultante est 
un polysaccharide capsulaire et la preparation est effectu^e 
* pour chaque type de souche. Les polysaccharides obtenus pr6sen- 

15 tent des caracteristiques s£rologiques diff^rentes dans les 
tests de diffusion en g61ose,les experiences de protection des 
souris et les tests d' absorption de l»activite de conversion 
des anti-s6ruras. La dose pro tec trice minimal e de ces polysaccha- 
rides capsulaires pour des souris pesant 15 k 20 g a £t£ trouvee 

20 £gale a 5 |ig par souris. 

EXEMPLE 2 

On cultive la souche SMU 76 de S. eoidermidis et 
on prepare une suspension cellulaire dans une solution physio- 
logique de sel de turbidity dgale ^ 1,0 unite de densite optique. 
25 On chauffe la suspension a 121°C pendant 15 minutes pour pro- 
duire un vaccin "tue a la chaleur". On injecte par. voie intfa- 
veineuse 1 ml de ce vaccin tu6 a la chaleur a un lapin pesant 
2 kg, pendant une periode de 3 jours consecutifs au cours d'une 
semaine. Dix jours apr&s, on adopte un regime de 3 i 5 in- 
30 jections hebdoroadaires , et on mesure l'activite des anticorps 
du s^rum hyperimmun de lapin par la mdthode suivante : 

On chauffe a 56*C pendant 30 minutes 0,5 ml d'iminun- 
sdrura de lapin puis on effectue une dilution en sSrie, d'un 
• facteur 2 en utilisant une solution a 0,85 % de NaCl. On ajoute 
35 k la dilution 0,1 ml du vaccin tue k la chaleur, on agite 

correctement, on maintient le melange/au bain-marie k 37°C pen- 
dant 2 heures puis on le fait incuber & 4*C pendant environ 

n ; 
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18 heures. On mesure le titre d' agglutination bacterienne. 
Lorsque la dilution maximale du sdrum, presentant une aggluti- 
nation bacterienne, est inferieure a 1:128, on adroinistre 
d'autres injections du vaccin. 

Avec les souches d'organismes SMU-76 ou similaires 
ainsi obtenues, on peut observer une activite protectrice contre 
des infections provoquees par ces souches, tant par immunisation 
active que par immunisation passive chea la souris, et on 
observe une homogeneity aerologique avec chacune des autres 
souches. De menus, il a ete demontre" que ce phenomene peut etre 
considere corame etant lie a des substances specifiques existantes 
dans la capsule. Da plus, la structure capsulaire de cette sou- 
che a pu etre raise en evidence par 1' etude au microscope 
electronique. 

Extraction du polysacchari de capsulaire ; 

On ajoute 10 g d'une peptone k SO ml de solution a 
3 % de NaCl. Apres dissolution de la peptone a chaud, on trans- 
fere la solution dans un sac a dialyse et on precede a la dialyse 
vis-a-vis de 950 ml de solution & 3 % de NaCl a 4"C pendant 
deux nuits. On ajoute a ce dialysat 50 ml de solution tamponnee 
au phosphate i,OM de pH egal a 7,2 (Na 2 HP0 4 , KH 2 P0 4 ), 10 g de 
mannitol, 2,0 g de lactose, et 5,0 g de K 2 »P0 4 . On autoclave 
le melange a 155 °C pendant 10 minutes. On a sugger.e d'appeler 
ce milieu bouillant modifie "i-10". La souche SM0-7S est cultivee 
dans 300 ml de bouillon modifie "110- a- 37«C pendant 24 heures. 
On verse dans 20 ml de ce bouillon contenant 1,5% de geiose, 
5 ml de la suspension de cellules en cours de croissance indiquee 
ci-dessus. on laisse reposer la solution a 37-C pendant 24. heures 
puis on enleve les organismes auracioir. On les traite pendant 
, 5 minutes au moyen d'un oscillateur a ultrasons.de 10 kC. Apres 
ce traitement, on n 'observe pas de reduction du nombre des cellu- 
les viables. On centrifuge les cellules k 7000 x g pendant 
20 minutes puis on transfere la liqueur surnageante dans un 
sac a dialyse. On effectue une centrifugation avec du polyethylene 
5 glycol de poids moleculaire egal a 6000, a.4«C. on precede 
a une dialyse vis-a-vis d'une solution tamponnee au phosphate 
15M et on forme un precipite dans la solution par 1 'addition 
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d'dthanol. On redissout ce precipitd dans une solution taraponnee 
au phosphatej en ajoutant un volume egal de chloroforrae et 
de n-butanol dans le rapport de 5:1. On agite correctement en 
utilisant un homogdne'iseur. Le pr^cipitS blanc obtenu par ce 
5 traltement est separ£ par centrlfugation et le traitement est 
rdpete jusqu'^ ce qu'il n'apparaisse plus de precipite. Apres 
Elimination des prolines, on ajoute du citrate de sodium & la 
phase hydrosoluble, a une concentration finale de 3 %. On ajoute 
encore 5 volumes d'ethanol et on recueille le precipitS resut- 
10 tant par centrlfugation. 

On ajoute au precipite un volume correct d' acetone, 
on melange convenablement puis on jette la liqueur surnageante 
obtenue par centrlfugation. Ensuite, on ajoute de lather au 
precipite* et on suit un mode operatoire semblable & celui qui 
15 a ete indique ci-dessus. Enfin, on seche le precipite sous vide* 
On obtient ainsi le polysaccharide d£slr£. 

Lorsqu^n utilise une souche 6emblable St la souche 
SMU-76 a la place de cette derniere, on isole encore un poly- 
saccharide eft suivant le mode operatoire decrit ci-dessus. 
20 ii a ensuite £te confirm^ que les propria tes serolo- 

giques du polysaccharide ainsi obtenu etaient differentes de 
celles des souches capsulaires des types A, B, C et D de S. aureus. 

Par 1' immunisation active de souris avec ce poly- 
saccharide (10 jig de polysaccharide pour 15 & 20 g de souris), 
25 on protege les animaux d'une infection provoquee par des souches 
SMU-76 ou des souches analogues. De raeme, une activite quanti- 
tative minimale de serum hyper-immun de lapin preparee avec 
des souches SMU-76 ou des souches similaires protegeant des sou- 
ris d'une infection provoquee par 10 9 organismes des souches 
30 SMU-76 ou similaires, a pu etre totalement absorbee avec 5 mg 
de ces organismes. Toutefois, des souris immunisees avec le 
polysaccharide provenant de souches non encapsulees de 3. epider- 
midis par la methode decrite ci-dessus n'ont pas &ti immunisees 
vis-a-vis d'une infection provoquee. De meme, il y a lieu de 
35 remarquer que 1 -activity de protection de la souris d'un serum 
hyper-immun de lapin prepare avec des souches SMU-76 ou des 
souches similaires n'a pas ete absorbee par des souches non 
encapsulees de S. epidermidls . 
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EXEMPLE 3 

pes numerations leucocytaires ont ete effectuees 
sur le lait provenant de quatre trayons de deux groupes de vaches / 
les vaches d'un groupe 4tant vaccinees contre 1* infection et 
5 les vaches de I 1 autre groupe constituant un groupe t£moin. La 
paire ant£rieure de trayons partage un systeme lymphstique, 
en sorte que la probability d'infection> d'un second trayon ante- 
rieur, lorsque le premier est infecte, est egale a environ 0,80. 
II en est de meme.de la paire* posterieure. La probability d'in- 
10. fection d'avant en arrifere est faible (environ 0,4). 

Les mesures ont ete effectuees comme suit : 
Dix jours aprfes le pr^lfevement initial d^chantillons, 
I'animal est vaccine. Une semaine aprfes 1 ! injection., le second 
echantillon est preleve. Une semaine apres le second echantillon, 
IS un troisiferae echantillon .est prdleve et une seconde injection . 
est administree. Les quatrifeme et cinquifeme £chantillona sont 
preleves respectivement 30 et 60 jours apres la seconde injection. 

Un troupeau de 196 vaches, h la prison d f dtat dc 
Reidsvllle, est traits comme decrit- ci-dessus avec le vaccin 
20 de I'exemplo 2. On constate que : 

1. Le pourcentage de mammite staphylococcique de la. 
vache est re"duit de moiti6 une semaine apres la seconde in- 
jection tandis que le de^r6 d' infection du groupe t6moin reste 
fe peu pres constant, et il en est ainsi pendant 30 jours. 
25 2. Une semaine aprfes la seconde injection, le degrS 

d' infection strep tococcifcjue chez le gr f oupe vaccine est reduit 
d f environ 45 % tandis que le degre d f infection du groupe tdmoin 
reste constant, et il en est ainsi pendant 30 Jours aprfes la 
seconde injection, except* une l^gfere elevation du degr* d'in- 
30 fection dans le groupe vaccine. Trente jours apres la seconde 
•injection, le degre d 1 infection du groupe vaccine est passe 
de 45% h un maximum de 60% de son niveau precedent, tandis que 
le degre d" infection dans le groupe temoin est reste essentielle- 
ment constant. 

35 ii va de soi que la presente invention n'a ete d^crite 

qu-a titre explicatif, mais nullement limitatif et que de nom- 
breuses modifications peuvent y etre apportees sans sortir de 
son cadre. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc4d4 pour isoler un polysaccharide capsulaire 
de souches encapsulees, serologiquement dif f erentes,. de 
Staphylococcus aureus ,, characterise par le fait qu'il consiste: 

5 a. a cultiver ladite souche. de ' S. aureus dans une 

' gelose molle au serum,, qui est additionnee de serum anti- 
souche diffuse de Smith; 

b* a. isoler une souche diffuse de type A & croissance 
de type compact dans ladite gelose molle au s£rum; 
Xo Cm k cultiver la souche de S. aureus dans une gelose 

molle au serum contenant des anti-serums relatifs aux souches 
du type A; 

dm h. isoler des secondes souches qui pr^sentent en- 
core une croissance de type diffus dans la gelose molle au s4rura; 
15 ' b\ h cultiver ladite souche de S, aureus dans une 

gelose molle au sdrum contenant des anti-s6rums relatifs auxdites 
secondes souches; 

fmk isoler une souche du type B qui presente une 
croissance de type compact dans la gelose molle au serum; et 
20 . g. a isoler un polysaccharide capsulaire des souches 

de type B« 

2. Procdde suivant la revendication It caracterise 
par le fait que S. aureus est cultive dans la gelose. molle au 
sdrura contenant des anti-sdrums relatifs aux cinquifemes souches, 

25 .les cihquifemes souches du type c qui presentent une croissance 
de type compact dans la gelose molle au serum sont isolees 
et un polysaccharide capsulaire est isole de ces souches de 
type C- 

^ 3m Procede suivant la revendication 1, caractSrisi 
30 par le fait que des sixiemes souches sont Isoldes d'une culture 
en g£lose raolle au sirum contenant des anti-seruras relatifs aux 
souches des types A, B et/ou C; des septifemes souches du type 
D presentant une croissance compacte dans la gelose molle. au 
serum contenant- des ainti-serums relatifs h ces septifemes souches 
35 sont isolees; et un polysaccharide capsulaire est isolfi de 
ces souches de type D. 

4. Procedd de production d'un vaccin tu6 & la chaieur 
& partir d'une souche de S. epidermldis ATCC 31432, caracterisS 
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par le fait qu'il consiste : 

a. h cultiver la souche de S. epldermidis dans un 
bouillon de culture $ 

b. & isoler la suspension cellulaire dudit bouillon;et 
5 c. a d^sactiver & la chaleur la souche en question 

et a recueillir le vaccin tu6 h la chaleur. 

5. Precede suivant la revendication 4, caracterise 
par le fait que la souche inactivee & la chaleur est injectde 
a un animal-h6te pour declencher une reponse avec production 

10 d'anticorps et le s£rum contenant lels anticorps de l'hote en 
question est recueilli. , 

6. Procedd de production d'un vaccin a base d'un poly- 
saccharide doui d' activity immunisante contre une infection, 
caract£ris£ par le fait qu'il consiste : 

15 a . h cultiver une souche de S. epldermidis ATCC 31432 

dans un bouillon de culture; 

b. a isoler les cellules dudit bouillon et 

c. a souraettre ces cellules & 1' action d'un oscilla- 
teur ultrasons et i une Elimination des prolines puis & 

20 recueillir ledit polysaccharide. 

,7. Le vaccin produit par un procede suivant l'une 
des revendications 4, 5 et 6. 

8. Medicament destine riotamraent a 1 •immunisation de 
bovins contre une maladie infectieuse, caract6ris6 par le fait 

25 , qu'il renferme un polysaccharide encapsul* ddrivS de S. epldermidis 
ATCC 31432 en quantite suffisante pour declencher une reponse 
immunisante par production d'anticorps. 

9. Medicament destin6 notamment h immuniser des 
bovins contre une maladie infectieuse, caracterls6 par le fait 

30 qu'il contient une quantitd d'une souche encapsulate de S. eplder- 
midis ATCC 3 1432 d^sactivee par la chaleur, suffisante pour 
ddclencher une rdponse immunisante avec productiori d' anticorps. 
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